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"Verfahren zur Bestiitununq von in vitro 
amplif izierten Nukleinsauresecyuenzen" 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren 
zur Bestimmung von mindestens einer in vitro amplif izier- 
ten Nukleinsauresequenz in einem Reaktionsraum, eine Vor- 
richtung, die zur Durchfiihrung des erf indungsgemaBen Ver- 
fahrens geeignet ist, sowie Mittel zur Durchfuhrung des 
erf indungsgemaJSen Verfahrens, 

Die moderne Analytik greift zunehmend auf inolekularbio- 
logische Grundprinzipien zuriick. Mit der Polymerase 
Ketten Reaktion (PGR) ist in jiingster Zeit ein sehr 
niitzliches Werkzeug fur die Analytik mittels molekular- 
biologischer Grundlagen gefunden worden, die sich auf 
alien Gebieten der Analytik, in denen Nukleinsauren eine 
direkte oder indirekte Rolle spielen, angewendet werden 
kann . 

Die PCR-Analytik (R.K. Saiki et al. (1988) Science 239, 
487 - 491) und andere enzymatische Amplif ikationstechniken 
(J.C. .^uatelli et al, (1990) Proc, Natl. Acad. Sci, 87, 
1874 - 1878) sind prinzipiell in der Lage, niedrigste 
Titer von DNA- oder RNA-Kopien in einer waBrigen Losung 
nachzuweisen. Letztlich ist eine einzige Kopie aus- 
reichend fur eine enzymatische Amplif ikation. Allerdings 
haben sich eine Reihe praktischer Schwierigkeiten bei der 
routinemafligen qualitativen Anwendung herausgestellt sowie 
bei dem Bestreben, PGR mit einer quantitativen Kopienzahl- 
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Bestimmung zu verbinden. Die Schwierigkeiten der Amplifi- 
kationsanalytik stehen im Zusammenhang mit: 

- Unerwiinschter Amplif ikation durch Fehlpriming, 

- ungleichmaiiiger Verbrauch der Primer, 

- Heteroduplex-Bildung, 

- schwankende Zyklusef f izienzen, 

- diverse Amplif ikationsartef akte, 

- Quant i f i z i erungspr obi ema t ik , 

- Kontaminationsgef ahr, 

- "falsch positve" Resultate, 

- "falsch negative" Resultate, 

- Testkosten, 

- Serienreife, 

- Aufwand in der Handhabung, verglichen mit immuno- 
logischen ELISA-Verf ahren fur die Proteinanalytik. 

Die WO 91/02815 beschreibt einen sicheren qualitativen 
und quant itativen Nachweis spezifischer DNA und RNA aus 
biologischem Probenmaterial mit Hilfe einer DNA/RNA- 
Amplif ikationsmethode in Kombination z. B. mit der Tem- 
peraturgradienten-Gelelektrophorese (siehe auch K. Henco 
& Heibey (1990) Nucleic Acids Res. 19, 6733 - 6734, J. 
Kang et al. (1991) Biotech Forum Europ 8, 59 0 - 59 3, G. 
Gilliland et al. Proc. Natl. Acad. Sci. (1990) 87, 2725 - 
2729) . 

Mit der in der WO 91/02815 beschriebenen Amplif ikations- 
strategie ist es gelungen, die Sensitivitat der Amplifi- 
katioristechniken mit einer sicheren und auBerst genauen 
Quantif izierung zu verbinden (Variation + 15%) . Die 
Methode ermoglicht es, die oben genannten Probleme, wie 
sie sich bei Amplifikationsverf ahren ergeben, zu kon- 
trollieren bzw. zu unterdriicken . Mit der Verwendung eines 
nahezu idealen internen Standards definierter Kopienzahl, 
der sich nur in einer einzigen Basenposition von dem zu 



bestimmenden Template unterscheidet , laBt sich eine Am- 
plifikation unter Beibehalt des initialen Verhaltnisses 
von Template und Standard durchfiihren (K. Henco & M. 
Heibey ((1990) Nucleic Acids Res. 19, 6733 - 6734). 
Template und Standard werden nachtraglich in einem Tem- 
peraturgradientenverfahren mit zeitlichem oder raumlichem 
Tempera turgradienten im gelelektrophoretischen System 
durchgefiihrt . Das Verhaltnis von Template und Standard 
laflt sich einfach ermitteln, indem das Reaktionsgemisch 
mit einem radioaktiv markierten oder f luoreszenz-markier- 
ten Standard hybridisiert wird. Die ansonsten storend 
auftretende Heteroduplex-Bildung kann in diesem System 
das Ergebnis nicht verfalschen. Vielmehr wird die Hetero- 
duplex-Bildung zur eigentlichen Messung herangezogen, 

Ubliche Probleme durch ungleichmaBigen Verbrauch der 
Primer, Fehlpriming-Reaktionen, Sattigungsef f ekte, 

Variationen in der Effektivitat der Amplif ikationen, 
haben keinen negativen EinfluB auf das Quantif izierungs- 
ergebnis. 

Diese Technologie wurde auf wichtige analytische Frage- 
stellungen in der Medizin angewandt. So ist es beispiels- 
weise moglich geworden, die Cytomegalie-Inf ektion bzw. 
-Viramie bei transplantierten Patienten oder Neugeborenen 
quantif izierend zu erfassen. Hier hat sich das Verfahren 
besonders bewahrt, denn angesichts einer stellenweise 
mehr als 90%-igen Inf ektionsrate in den europaischen 
Staaten ist der reine Nachweis von Cytomegalie-Viren 
nicht 'bedeutungsvoll, sofern nicht gleichzeitig eine 
Titer-Bestimmung durchgefiihrt wird, die den akuten Zu- 
stand einer Viramie anzeigt. Bei viralen Erkrankungen 
gewinnt der quantif izierende Aspekt an Bedeutung, ins- 
besondere im Zusammenhang mit den im verstarkten MaBe 
angewandten antiviralen Therapie-Schemata. Haufig sind 
antivirale Therapien, wie zum Beispiel im Falle von HIV 



mit AZ^T fiir den Patienten systemisch auSerst belastend 
und als antivirales Therapeutikum nur iiber einen limi- 
tierten Zeitraum erfolgreich einzusetzen. Deshalb wird es 
fiir die Zukunft sehr bedeutsaiii sein, eine wirtschaf tliche 
und einfache Technik zu haben, die sowohl eine Titer-Be- 
stimmung bzw. eine Bestiitunung der Virusgen-Aktivitat Oder 
einen Therapie-induzierten Drift zu resistenten Virus- 
staimen anzeigt. 

Die bislang angewandten gelelektrophoretischen Methoden 
zur Auftrennung der markierten Homoduplices und Hetero- 
duplices haben sich bei kleinen bis niedrigen Proben- 
zahlen (10 - 20) als auflerst effizient und korrekt be- 
ziiglich der gelieferten Ergebnisse herausgestellt . Ein 
gravierender Nachteil ist jedoch die relativ zeit- und 
personalaufwendige Analysentechnik, die den Einsatz 
dieses hochst aussagef ahigen Analyseverf ahrens als ge- 
nerelle Diagnostik-Methode fur die DNA- und RNA-Analytik 
stark erschwert. Es ist nur schwer vorstellbar, daJ3 itiit 
der Temperatur-Gelelektrophorese-Technik Probenzahlen 
> 50 pro ausfiihrender Person und Tag durchgefuhrt werden 
konnen. Auch eine Automat is ierung ist schwer zu er- 
reichen, 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es mithin, ein 
Verfahren bereitzustellen, dafl die oben erwahnten Nach- 
teile der Verfahren geitiafl dem Stand der Technik ver- 
meidet, insbesondere das Nachweisverf ahren so auszuge- 
stalten, daB keine gelelektrophoretische Trennung er- 
forderiich ist, urn somit eine einfachere und automa- 
tisierbare Verf ahrensweise zu gewahrleisten. Gleichzeitig 
soil eine Vorrichtung geschaffen werden, die es erlaubt, 
die mit dem erf indungsgemaBen Verfahren detektierten 
amplif izierten Nukleinsauresequenzen sicher und einfach 
zu erkennen, wobei die Vorrichtung ebenfalls eine wei- 
testgehend automatisierbare Auswertung erlauben soil. 



Erf indungsgeinafi gelost wird die Aufgabe durch ein Ver- 
fahren zur qualitativen und quantitativen Bestiitimung von 
mindestens einer in vitro-amplif izierten Nukleinsaure- 
sequenz in einem verschlossenen Reaktionsraum, 

- wobei wahrend oder nach der Amplif izierung der Nu- 
kleinsauresequenz mindestens eine Substanz (Sonde) 
vorhanden ist, die mit der nachzuweisenden Nuklein- 
sauresequenz in Wechselwirkung tritt, 

- wobei spektroskopisch meBbare Parameter der Substanz 
(Sonde) eine Anderung erfahren und dabei ein mefl- 
bares Signal erzeugt wird, 

- die zu messende Probe der Einwirkung eines Gradien- 
ten ausgesetzt wird, der Nukleinsauren mindestens 
teilweise denaturieren kann, 

unter Erfassung des sich durch die Einwirkung des 
Gradienten andernden meiibaren Parameters und 

- die gesamte Amplif ikationsreaktion einschlie31ich 
der qualitativen und quantitativen Bestimmung in 
einem verschlossenen Reaktionsraum (MeBkompartiment) 
ohne zwischenzeitliche offnung durchfiihrbar ist* 

Die Substanz (Sonde) , deren Parameter spektroskopisch 
meBbar sein soil, enthalt vorzugsweise mindestens einen 
f luoreszierenden Rest, vorzugsweise mit interkalierenden 
Eigenschaf ten und einen Nukleinsaureanteil . Die Wechsel- 
wirkung mit den in vitro amplif izierten Nukleinsaure- 
sequenzen in Abhangigkeit des Denaturierungszustandes 
geht einher mit einer Anderung des spektroskopischen 
MeBsignals. Dies kann beispielsweise durch Interkalation 
des Fafbstoffes in die Nukleinsauredoppelhelix oder durch 
Verdiinnungs- oder Konzentrierungsef f ekte im MeBkomparti- 
ment erfolgen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausgestaltung des erfin- 
dungsgemaBen Verfahrens wird der durch den Gradienten 
ausgeloste DenaturierungsprozeB der Nukleinsaure uber 
eine Anderung der Wellenlange und/oder eine Fluoreszenz- 
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intensitat-Shift und/oder eine Anderung der Lebenszeit 
eines angeregten Zustands oder uber das Prinzip des soge- 
nannten Energy Transfers (Forster Transfer) oder iiber 
einen Konzentrationsef f ekt erfaflt oder iiber unterschied- 
1 iche , vorzugsweise hydrophobe Wechselwirkungseigen- 
schaften der marJcierten Sonde. 

Das erf indungsgemaiie Verfahren ermoglicht auch eine 
simultane oder sequenzielle Erfassung mehrerer ver- 
schiedener amplif izierter Nukleinsauresequenzen. Dies 
erfolgt dadurch, dafi mehrere spektroskopisch voneinander 
unterscheidbare Farbstoffe eingesetzt werden, itiit denen 
sich die verschiedenen amplif izierten Nukleinsauren 
analysieren lassen und/oder iiber die mindestens eine un- 
abhangige Eichsubstanz eingefiihrt wird. Dies ist insbe- 
sondere dann inoglich, wenn die verschiedenen Nuklein- 
sauren, die analysiert werden sollen mit unterschiedlich 
markierten Hybridisierungspartnern in Wechselwirkung 
treten. 

Die Aufnahine des MeBsignals erfolgt beispielsweise durch 
Messung der von den Farbstoffen ausgehenden Fluoreszenz, 
welche insbesondere durch einen Laser kontinuierlich oder 
getaktet angeregt werden konnen. 

Eine weitere bevorzugte Ausgestaltung des erf indungsge- 
malSen Verfahrens beruht darauf, dai3 die amplif izierten 
Nukleinsauren mindestens einen koampl if izierten Nuklein- 
saurestandard enthalten, dessen Sequenz zu einer zu be- 
st immefiden Sequenz homolog ist, vorzugsweise identisch 
ist, mit Ausnahme jedoch mindestens einer Punktmutation, 
die insbesondere in einem Sequenzbereich niedrigster 
Stabilitat liegt. Es ist jedoch darauf zu achten, daB 
diese Punktmutation auBerhalb der Primer-Bindungsstellen 
liegt, wenn enzymatische Amplif ikationen durchgefiihrt 
werden. Der Nukleinsaurestandard kann ebenfalls ein na- 
tiirlicher Bestandteil der zu analysierenden Nukleinsaure 
sein. 



Erf indungsgemaS ist es auch moglich, eine erfolgreiche 
Amplif izierung einer bestiitunten Nukleinsauresequenz zu 
beobachten, ohne nach erfolgter Amplif ikation ein mar- 
kiertes Standardf ragment dem Reaktionsansatz zuzufiigen. 
Bei dieser bevorzugten erf indungsgemaBen Vorgehensweise 
werden vorzugsweise die zur Amplif ikation erf orderlichen 
Primer eingesetzt (EP-A-0 469 755) . Diese hybridisieren 
dann an den entsprechenden Stellen der betreffenden 
Nukleinsauresequenzen. Die entsprechenden Sequenzen 
konnen zwischen den Primerstellen jedoch so unterschied- 
lich sein, dafl beim Durchlaufen des Temperaturgradienten 
beide Sequenzen, die amplif izierte Test- und Standard- 
sequenz, voneinander getrennt denaturieren und vorzugs- 
weise dabei kooperativ denaturieren. 

Dadurch wird eine Verwendung solcher Sequenzen ermog- 
licht, die eine derart groBe Sequenzabweichung aufweisen, 
daB eine Heteroduplexbildung nicht mehr erfolgen kann. 
Damit entfallt auch die Notwendigkeit , nach der erfolgten 
Amplif ikation ein markiertes Standardf ragment zusetzen zu 
miissen. Ein unterschiedlicher Schmelzpunkt beider Se- 
quenzen laJit sich beispielsweise durch starke Langen- 
variation der Sequenz oder durch die Wahl einer Poly-A/T- 
Sequenz beeinf lussen. Die Frage, ob eine Amplif ikations- 
reaktion stattgefunden hat, laSt sich dann durch An- 
wendung des erf indungsgemaBen Verfahrens, zum Beispiel in 
einem Temperaturgradienten bei gleichzeitiger Anwesenheit 
von Ethidiumbromid entscheiden, wobei auch eine quantita- 
tive Erfassung ermoglicht wird. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren erlaubt die Durchfiihrung 
der Amplif ikation in homogener Phase oder an fester 
Phase, vorzugsweise mit einem an eine feste Phase ge- 
koppelten Primer, an dessen verlangerter Sequenz die 
markierte Sonde hybridisieren kann. Die Konzentration der 
Sonde kann somit entweder gezielt auf dem Festphasen- 
trager oder in der freien Losung bestimmt werden. 



Vorzugsweise wird mindestens ein Fluoreszenzf arbstof f- 
molekul an ein Nukleinsauremolekul gekoppelt, dessen 
Sequenz identisch oder homolog mit der nachzuweisenden 
Nukleinsaure oder dem koamplif izierten Nukleinsaure- 
standard ist. 

Wenn das Nukleinsauremolekul mit dem daran gekoppelten 
Fluoreszenzf arbstof f dem Reaktionsgemisch nach erfolgter 
Amplif ikation zugesetzt wird, erfolgt die Hybridisierung 
mit den amplif izierten Nukleinsauren, vorzugsweise durch 
einen thermischen Denaturierungsschritt mit nachf olgendem 
Renaturierungsschritt . Es ist erf indungsgemaB jedoch auch 
moglich, dafl das Nukleinsauremolekul mit gekoppeltem 
Fluoreszenzf arbstof f dem Reaktionsgemisch vor erfolgter 
Amplif ikation zugesetzt wird. Dabei ist die Sonde als 
nicht amplif izierbare Doppelstrang-RNA oder als nicht 
amplif izierbare chemisch modifizierte Nukleinsaure zuzu- 
setzen. 

Zur Amplif ikation der Nukleinsaure wird in einer mog- 
lichen Ausfiihrungsf orm ein Primer des zur Amplif ikation 
eingesetzten Primerpaares verwendet, welcher 5 ' -terminal 
eine G:C-reiche Region enthalt von beispielsweise 15 bis 
2 0 G:C-Resten. 

Die bislang beschriebene Standardisierung und Quantifi- 
zierung des erf indungsgemaBen Verfahrens durch die vor- 
stehend bevorzugten Ausfiihrungsf ormen der beispielsweise 
f luoreszierenden Sonden ist mit einer tragbaren Ein- 
schrankung behaftet. So diirfen die zur Standardisierung 
verwendeten Sonden erst nach erfolgter Amplif ikation zu- 
gesetzt werden. Dies bedeutet, dafl sie zunachst wahrend 
der Amplif ikationsreaktion raumlich vom Amplif ikations- 
geschehen getrennt auf zubewahren sind. Ebenso kann es 
fiir verschiedene Anwendungen vorteilhaft sein, Sonden 
zur Verfiigung zu stellen, die als Standardnukleinsauren 
verwendet werden und in mehr als einer Position von der 
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zu be&timmenden Nukleinsaure abweichen. Um das Signal- 
Rausch-Verhaltnis bei der spateren Bestimmung mit Hilfe 
der eingesetzten Sonde zu verbessern, ist es wunschens- 
wert, die Sonde nicht im Unterschu3 dem zu amplif izieren- 
den Gemisch zusetzen zu miissen. 

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsf orm des er- 
f indungsgemaflen Verfahrens wird daher als Sonde ein 
Oligo- Oder Polynukleotid als Einzelstrangnukleinsaure 
zugesetzt, welche durch chemische Modif izierung aber 
nicht an der Amplif izierungsreaktion teilnehmen kann. 
Erst durch geeignete Manipulationen wird nach der Am- 
plif izierungsreaktion die einzelstrangige Sonde freige- 
legt und kann dann mit den entsprechenden zu bestimmenden 
Nukleinsauren hybridisieren. So kann beispielsweise die 
Sonde, wenn sie in Form einzelstrangiger Nukleinsaure 
vorliegt, in Form einer "Haarnadelstruktur" inaktiviert 
werden und somit an der Teilnahme an der Amplif ikations- 
reaktion gehindert werden. 

Die als Sonden in besonders bevorzugter Weise zu ver- 
wendenden Oligo- oder Polynukleotide weisen ein oder 
mehrere Strukturelemente mit mindestens zwei chemischen 
Substituenten auf, die jeweils in der Lage sind, mit 
elektromagnetischen Wellen unter Losen oder Kniipfen 
dauerhafter Bindungen oder durch Absorption und/ oder 
Emission von Strahlung in Wechselwirkung zu treten. Als 
Substituent, der besonders geeignet ist, unter Kniipfen 
und Loseh von dauerhaften Bindungen, insbesondere 
kovalenten Bindungen, mit elektromagnetischer Strahlung 
in Wechselwirkung zu treten, hat sich Psoralen oder 
dessen Derivate bewahrt. Als Strukturelemente, die als 
eigentliche Marker der Sonde dienen, haben sich insbe- 
sondere Lumineszenzf arbstof f e, wie Fluoreszenzf arbstof f e 
mit hoher Quantenausbeute bewahrt, wie die Farbstoffe der 
Thiazolorange-Familie. Farbstoffe mit groiien Stoke-Ver- 
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schiebungen sind bevorzugt, die in Abhangigkeit vom 



Es kann vorteilhaft sein, daS die Spektren der Struktur- 
elemente an den jeweiligen sensitiven Stellen, die einer- 
seits zum Losen und Knvipfen von beispielsweise kovalenten 
Bindungen anzuregen sind, Oder andererseits als Ab- 
sorptions- Oder Emissionsmaximum anzusehen sind, so weit 
auseinanderliegen, daB eine jeweilige Anregung die 
Funktion des anderen Strukturelementes nicht stort. 

Es ist ebenfalls moglich, da3 die beiden chemischen 
Strukturelemente in einer einzigen chemischen Struktur 
vereint sein konnen, sofern das Kniipfen und Losen von 
Bindungen jeweils bei anderen Wellenlangen erfolgt, wie 
eine inogliche maximale Fluoreszenz dieser Struktur. So 
konnen die jeweiligen Funktionen, zum einen die Fixierung 
der Sonde in einer nicht amplif izierten Struktur und zum 
anderen die spektroskopische Identif izierung dieser 
Struktur, nicht miteinander interf erieren. 

Es hat sich als vorteilhaft erwiesen, sofern zwei ge- 
trennte Strukturelemente die getrennten Funktionen wahr- 
nehmen, daB deren Abstand von mindestens 10 Nukleotiden 
auf dem Oligo- oder Polynukleotidstrang nicht unter- 
schreiten sollten. 

Die bevorzugte Ausfiihrungsf orm des erf indungsgema3en 
Verfahirens unter Verwendung der erf indungsgemaBen Oligo- 
und/oder Polynukleotide funktioniert prinzipiell so, daB 
die Sonden dem bereits oben beschriebenen Gemisch von 
Substanzen zugefiigt werden, die Amplif ikationsreakt ion 
wie beschrieben durchgefiihrt wird und danach beispiels- 
weise durch Strahlung induziert, die verkappte Sonde 
freigesetzt wird, um dann mit dem zu bestimmenden Am- 
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plif ikationsprodukt zu hybridisieren und wie beschrieben 
beispielsweise durch einen zeitlichen Temperaturgradien- 
ten in homogener Losung, durch Teinperaturgelelektro- 
phorese oder einen chromatographischen Verfahren detek- 
tiert zu warden • 

Mit dieser Variante des erf indungsgemafien Verfahrens wird 
es moglich, die Analyse so durchzufuhren, daB die itiar- 
kierte Hybridisierungssonde nicht mehr innerhalb des Kom- 
partimentes des Reaktionsraumes separat gelagert sein 
muB, um sie dem Reaktionsgemisch erst unmittelbar vor der 
eigentlichen Analyse zuzusetzen. Es ist somit moglich, 
die markierte Sonde mit den iibrigen Reagenzien in einer 
Form vorzulegen, daB sie selbst nicht am nachf olgenden 
Amplif ikationsprozeB teilnehmen kann und eine innere 
Trennung des Amplif ikationsgemisches und der Sonde 
innerhalb des Meflraumes vermieden werden kann. 

Zur Durchfuhrung des Verfahrens werden vorzugsweise 
folienartige Systeme mit Vertiefungen oder Ausbuchtungen, 
die als Reaktionsraume (Kompartimente) dienen, verwendet. 
Die Foliensysteme sind vorzugsweise thermisch verschweiB- 
bar und zur Aufnahme verwendungsf ertiger Reagenzienge- 
mische in gef riergetrockneter oder matrixgebundener Form 
geeignet. Weiterhin ist eine direkte optische Vermessung 
des Inhalts der Reaktionsraume moglich. Das Folien- 
material ist also zumindest fiir bestimmte Wellenlangen- 
bereiche elektromagnetischer Strahlung durchlassig bzw. 
transparent. Die zur Durchfuhrung des erf indungsgemaBen 
Verfahrens benotigten Reagenzien werden vorzugsweise in 
raumlich abgetrennten Matrices gelagert und nach dem 
SchlieBen eines Reaktionsraumes zeitlich getrennt dem 
Reaktionsgeschehen zugefiihrt. Vorzugsweise sind die 
Reaktionsraume im Abstand der Locher handelsiiblicher 
Mikrotiterplatten voneinander getrennt. Dies hat ins- 
besondere den Vorteil, daB Gerate, die zur Bearbeitung 
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von Mi^rotiterplatten geeignet sind, in der erfindungs- 
gemaB beschriebenen Technologie eingesetzt werden konneri. 

Zur Analyse eines ainplif izierten Nukleinsauregemisches 
wird nach Zugabe der zur Reaktion benotigten Substanzen 
vorzugsweise ein zeitlich gesteuerter Temperaturgradient 
angelegt und das Denaturierungsverhalten der Nuklein- 
sauren gemessen. Dies erfolgt durch die Anderung der 
spektroskopischen Parameter der mit der Nukleinsaure- 
sequenz in Wechselwirkung tretenden Substanz. Die 
Anderung des spektroskopischen Parameters wird zeitlich 
Oder in aquivalenter Weise, in Abhangigkeit der Tempera- 
turanderung verfolgt. 

Die Auswertung der Funktion der Anderung des spektros- 
kopischen Verhaltens der mit der Nukleinsaure in Wechsel- 
wirkung tretenden Substanz erlaubt dann den SchluB auf 
Anwesenheit oder Anzahl oder Homologie einer gesuchten 
Nukleinsaure zum korrespondierenden Standard. Die Aus- 
wertung der Daten erfolgt vorzugsweise on line durch eine 
Datenverarbeitungsanlage . 

Vorteilhaft am erf indungsgemaJSen Verfahren auBert sich 
neben dem Abstellen der oben genannten Nachteile des 
Standes der Technik, daii die Amplif izierung der Nuklein- 
sauren und die spatere Analytik in einem einzigen herme- 
tisch verschlossenen Reaktionskompartiment durchgefiihrt 
werden kann. Dadurch wird eine Entsorgung dieser bio- 
logischen Stoffe ohne offnung der Kompartimente mdglich 
und eine potentielle Kontaminationsquelle ausgeschaltet . 
Desweiteren ermoglicht diese Vorgehensweise die Lagerung 
von Testfolien der oben genannten Art im geschlossenen 
Zustand auch iiber langere Zeitraume, so dafl eine Archi- 
vierung der oftmals wertvollen Testsubstanzen mdglich 
wird. Die Lagerung erfolgt aber vorzugsweise im ge- 
frorenen Zustand. Das erf indungsgemafie Verfahren ermog- 
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licht ebenfalls in vorteilhaf ter Weise, da3 die Versuche 
gegebenenfalls zu einem spateren Zeitpunkt auch nach 
langerer Zwischenlagerung wiederholbar sind, Oder das 
amplif izierte Geinisch danach praparativ aufarbeitbar und 
analysierbar ist. 

Die Vorrichtung zur Durchfiihrung des erf indungsgemaBen 
Verfahrens weist eine Einrichtung zur zeitabhangigen 
Thermostatisierung der im Verfahren zu verwendenden 
Reaktionsraume auf. Vorzugsweise wird die Thermostati- 
sierung durch eine prograinmierbare Einheit gesteuert. Die 
Ableseeinrichtung der erf indungsgemaBen Vorrichtung be- 
steht vorzugsweise aus einer optischen Einheit, die in 
der Lage ist, Photonen zu registrieren. Besonders be- 
vorzugt sind solche Einheiten, die zur Registrierung 
emittierten Fluoreszenzlichts geeignet sind. Ebenfalls in 
Betracht koitunen Gerate, die in der Lage sind, andere 
spektroskopische Eigenschaf ten, wie Kernspin oder Elek- 
tronenspin etc., die mit der Anderung der Konfonnation 
der Nukleinsaure-Doppelhelix oder anderen Struktur- 
variablen korrelierbar sind, oder chromatographische Ver- 
fahren einzusetzen. Mit der Methode der Chromatographie 
hydrophober Wechselwirkungen lassen sich Molekiile mit 
hydrophoben Liganden, wie sie partiell denaturierende 
Strukturen der zu analysierenden Substanzen darstellen, 
von den Dublices abtrennen. 

Die Vorrichtung zur Durchfiihrung des erf indungsgemaBen 
Verfahrens ist in der Lage, ein Mittel zur Durchfiihrung 
des Verfahrens aufzunehmen, das aus einem System von 
Reaktionskompartimenten, vorzugsweise aus einem Folien- 
system mit gebrauchsf ertigen Reagenzien in gefrierge- 
trockneter Form auf weist. Die Reaktionskompartimente sind 
vorzugsweise im Mikrotitrationsf ormat angeordnet. Die 
Reagenzien des Mittels zur Durchfiihrung des Verfahren 
sind vorzugsweise in mindestens einer wasserldslichen 
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Matrix- fixiert und/oder gelagert. Die Matrix enthalt 
vorzugsweise Stabilisatoren, wie Zucker, insbesondere 
Trehalose oder Saccharose. Bevorzugt enthalt das Mittel 
zur Durchfiihrung des erf indungsgemaflen Verfahrens 
Reaktionskoitipartimente und/oder weitere Reagenzienreser- 
voire, Amplif ikationsprimer , Puf f erbestandteile sowie 
mindestens eine Polymerase und iibliche Kofaktoren zur 
Durchfiihrung der Amplif ikationsreaktion. In einer 
weiteren bevorzugten Ausfiihrungsf orm des Mittels zur 
Durchfiihrung des erf indungsgemaBen Verfahrens ist der 
Reaktionsraum bzw. das Reaktionskompartiment mit einem 
weiteren abgetrennten Reagenzienreservoir in einer Matrix 
versehen, die sich in der das Kompartiment verschlieBen- 
den Folie befindet. Dabei wird vorzugsweise die markierte 
Sonde mit den fiir die Hybridisierung notwendigen Puffer- 
substanzen gelagert. 

Das Mittel zur Durchfiihrung des erf indungsgemafien Ver- 
fahrens ist vorzugsweise in Kit-Systemen zusammenge- 
stellt, das Reaktionsgef aBe, wie Foliensysteme mit lager- 
fahigen und direkt einsetzbaren Reagenziengemischen, wo- 
bei die Reaktionsgef aBe nur mit der zu analysierenden 
Probe beschickt werden miissen, um dann im hermetisch ver- 
siegelten Zustand einem Amplif ikationsverfahren und an- 
schlieBender Analyse unterworfen zu werden. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren eignet sich insbesondere 
zur Analyse von Stof f gemischen, vorzugsweise Nuklein- 
sauren, in denen mindestens eine Komponente im Tempera- 
turbereich des zeitlichen Temperaturgradienten eine 
thermische Umwandlung erfahrt. Durch Hinzufiigen und Ko- 
amplif ikation eines Standards mit genau bekannter Kopien- 
zahl ist das erf indungsgemaBe Verfahren standardisierbar 
und erlaubt quantitative Aussagen liber die amplif izierten 
Nukleinsauren der zu untersuchenden Probe. Mit dem er- 
f indungsgemaBen Verfahren lassen sich zum Beispiel Mu- 




tationen, Punktmutationen, Deletionen, Insert ionen und 
Umstellungen in der DNA/RNA-Nukleinsauresequenz fest- 
stellen. Mit der quantitativen Analyse laBt sich auch die 
Konzentration dieser Anderungen in der Nukleinsaure- 
sequenz ennitteln. Die Proben konnen aus unterschied- 
lichstem Material staitunen, wie lebendem, totem, fossilem 
und in vivo nicht mehr stof fwechselaktivein Gewebe oder 
aus Korperf liissigkeiten, aus in vitro Zellkulturen oder 
aus Proben der Umwelt. Das erf indungsgeinaBe Verfahren er- 
moglicht die qualitative und quantitative Erfassung 
zellularer Gene und Gene infektioser Krankheitserreger 
direkt oder uber ihre RNA-Genprodukte als Wildtypsequenz 
Oder als Varianten. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren laBt sich aber auch zur 
Untersuchung und Bestiininung von potentiell toxischen Sub- 
stanzen oder potentiell pharmazeutischen Wirkstoffen oder 
chemischen oder biologischen Pf lanzenschutzmitteln ein- 
setzen, indem deren Einflufl auf Nukleinsauresequenzen 
Oder deren Amplif ikation in zellularen oder nicht 
zellularen Systemen untersucht werden. 

Figur 1 

Die Figur 1 beschreibt schematisch den bevorzugten Ablauf 
des erf indungsgeinaBen Verfahrens. In einer Vorlage von 
Reaktionskoitipartimenten in Format einer Platte fiir die 
Mikrotitration befinden sich alle fur eine spezifische 
Amplif ikation einer Nukleinsaure notwendigen Reagenzien, 
zum Beispiel in lyophilisierter Form inklusive der Sonde • 
Lediglich die zur analysierende Probe wird beispielsweise 
in waBrig geloster Form vor der Amplif ikationsreaktion 
zugesetzt. Es wird eine homogene Losung hergestellt. 

Danach werden die Reaktionskompartimente mit einer zwei- 
ten Folie verschlossen, wobei die zweite Folie mindestens 
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eine w^itere Matrix enthalt mit Reagenzien, die nicht an 
der eigentlichen Amplif ikationsreaktion teilnehmen sol- 
len. Die Folie wird in einem Thermostatierblock positio- 
niert, urn die enzymatische Amplif ikationsreaktion durch- 
zufiihren. Hierbei konnen sowohl Amplif ikationen bei homo- 
gener Temperatur als auch in zyklisch variierenden Tem- 
peraturablaufen (PGR) ausgefuhrt werden. Nach erfolgter 
Amplif ikation wird das Reaktionsgemisch mit dem zweiten 
Reagenzienreservoir in Kontakt gebracht und eine homogene 
Losung hergestellt. Nach Durchfuhren eines Denaturie- 
rungs-/Renaturierungsprozesses registriert ein optisches 
Detektionssystem die laserangeregte Lumineszenz (Fluo- 
reszenz, Phosphoreszenz) in Abhangigkeit eines linearen 
Temperaturgradienten, der iiber den Thermoblock zeitlich 
gesteuert wird. Der steigende Temperaturgradient kann in 
einem weiten Bereich variiert werden. Die Anf angstempera- 
tur kann z. B. minimal die Endtemperatur maximal 10 0 

"C betragen. 

Figur 2 

Die Darstellung zeigt in schematischer Form den Verlauf 
des erf indungsgemaflen Verfahrens am Beispiel inter- 
kalierender Farbstoffe auf molekularer Ebene, die nicht 
an eine Niikleinsauresonde fixiert sind (z.B. Ethidium- 
bromid oder Thiazolorange-Farbstof f e) • Diese Farbstof f- 
molekiile lagern sich unter nativen Bedingungen zwischen 
benachbarte Basenpaare in doppelstrangiger DNA oder RNA 
ein. Im interkalierten Zustand erhoht sich die Fluores- 
zenzausbeute bis zum 20-fachen und die Lebensdauer des 
angeregten Zustandes etwa um das 10-fache. Wird dieses 
System einem thermischen Gradienten unterworfen, so 
beginnen zunachst die thermodynamisch instabilsten 
Bereiche der Nukleinsaurehelix zu denaturieren. Eine 
Fehlpaarung, wie sie bei der Heteroduplexbildung erzeugt 
wird, destabilisiert den entsprechenden Sequenzbereich 
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und fiihrt zu dessen friihzeitiger offnung. Die in diesem 
Bereich zunachst gebundenen Farbstof fmoleJciile werden 
freigesetzt, wodurch sich eine Erniedrigung des Ge- 
samtf luoreszenzsignals ergibt. Dabei ist die Farb- 
stof fkonzentration so zu wahlen, dafl freier Farbstoff und 
gebundener Farbstoff im thermodynamischen Gleichgewicht 
stehen und der freie Farbstoff in deutlichem uberschuB 
vorliegt. Erst bei hoheren Temperaturen off net sich der 
entsprechende Sequenzbereich des Homoduplex, wodurch eine 
weitere stufenweise Erniedrigung des Fluoreszenzsignals 
erfolgt. Aus deiti Verhaltnis der Intensitaten beider 
Stufen lassen sich die relativen Mengenverhaltnisse von 
Hoinoduplex und Heteroduplex ermitteln. 

Figur 3a und 3b 

Die Figur 3a zeigt das Design eines Standards bzw. einer 
f luoreszenzmarkierten Sonde in einer bevorzugten Aus- 
fiihrungsform. Der Standard soli sich in mindestens einer 
Basenposition von der nachzuweisenden Nukleinsaure unter- 
scheiden. Diese Mutation befindet sich vorzugsweise in 
dem Sequenzbereich niedrigster thermodynamischer Stabi- 
litat und kann leicht unter Verwendung des Primers P3 
eingefiihrt werden. Die Mutation soil sich jedoch auSer- 
halb der Primer-Bindungsstellen von PI und P2 befinden. 
Ein Primer (P2) kann 5 '-terminal eine GC-reiche Region 
enthalten, wahrend der andere Primer (PI) vorzugsweise 
mit einem Fluoreszenzf arbstof f liber einen Spacer chemisch 
gekoppelt ist, wobei der Fluoreszenzf arbstof f im Bereich 
der Ddiffpelhelix interkalieren kann. Das Anwendungsprinzip 
der f luorezenzmarkierten Sonde ist in Figur 3b schema- 
tisiert dargestellt. 

t^igur 4 

in einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm des erf indungsgemaflen 
Verfahrens werden Primer eingesetzt, wie beschrieben in: 



# - . - • 



Thuong-, N.T. & Chassignol, M. (1987) Tetrahedron Letters 
28, 4157-4160; Thuong, N,T, et al. (1987) Proc. Natl. 
Acad. Sci. U.S.A. 84, 5129-5133; Helene, C. in DNA-Ligand 
Interactions (1987) Plenum Publishing Corporation, 
127-140, W. Gushelbauer & W. Saenger Ed. Sie sind bereits 
teilweise koitimerziell erhaltlich (Appligene, StraBburg, 
Frankreich) Er enthalt einen Spacer-gekoppelten Fluores- 
zenzf arbstof f , der interkalationsf ahig ist, wenn sich der 
Primer in einem doppelhelikalen Bereich befindet. Wird 
die Doppelhelix thermisch denaturiert, so andern sich die 
Fluoreszenzeigenschaften des Farbstoffes. 

Figur 5 

Die Figur zeigt schematisch eine bevorzugte Herstellung 
der im erf indungsgemaBen Verfahren verwendbaren Sonden, 
die modifiziert sind und nicht an der Amplif ikations- 
reaktion teilnehmen. 

Die europaischen Patentanmeldung EP 469 755 und EP 379 
3 69 beschreiben die Erzeugung von Nukleinsaurestrukturen. 
Dort wird beispielhaft eine Struktur erzeugt, deren Enden 
zueinander komplementar sind. Hierfiir kommen zunachst die 
Primer pi und (pi) zum Einsatz. Zur Herstellung der Son- 
den wird aus dem entsprechenden Amplifikat des Standards 
mit einem Primer pi, der das Strukturelement , welches 
dauerhafte Bindungen zu kniipfen vermag ("chemische Klam- 
mer") , ein Amplifikat hergestellt. 

pi wird vorzugsweise so gewahlt, daB auf der 3'-Seite 
eine Restriktionsschnittstelle mit einem 5 ' -iiberhangenden 
Ende entsteht. Somit entsteht nach Restriktionsschnitt 
eine Struktur, die mit Nukleotiden aufgefiillt werden 
kann, welche ihrerseits beispielsweise einen Chromophor 
tragen, der der eigentliche Marker der Sonde ist. Da nach 
diesem Herstellungsverf ahren beide Strange den Farbstoff- 
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label -und die "chemische Klammer" enthalten, wird eine 
Strangtrennung und Isolierung erf orderlich. Dies verur- 
sacht jedoch keine Probleitie und kann beispielsweise mit 
einer praparativen Hochdruckf liissigkeitschromatographie 
erfolgen. 

Die chemische Verkniipfung der komplementarhybridisieren- 
den Enden der Einzelstrang-Haarnadelstruktur wird danach 
photochemisch oder chemisch induziert und verhindert 
somit die Template-Aktivitat dieser Sonde wahrend der 
enzymatischen Amplif ikationsphase, wie sie in Figur 5 
ebenfalls dargestellt ist. Die in Form eines Haarnadel- 
Loops vorliegende Sonde kann aufgrund ihrer verkappten 
Struktur in die Amplikation nicht mit einbezogen werden, 
Nach erfolgter Amplif ikation kann beispielsweise bei 
Verwendung von Psoralenderivaten als "chemische Klammer" 
im kurzwelligen UV-Bereich die Verklammerung wieder ge- 
lost werden. So wird der Sondeneinzelstrang im De- 
naturierungs-/Renaturierungsproze5 wieder freigesetzt und 
kann durch wiederholte Bestrahlung bei 3 60 nm, sofern 
Psoralenderivate verwendet werden, wieder verknupft 
werden. Dieser Zusammenhang ist in Figur 6 schematisch 
dargestellt, 

Wenn die chemische Verkniipfung mit dem Gegenstrang wie- 
derum durch Strahlung induziert werden kann, kommt dieser 
chemischen Verkniipfung eine weitere vorteilhafte Funktion 
zu. Sie kann die Aufgabe der zuvor eingesetzten G/C-Klam- 
mern iibernehmen und somit dafiir sorgen, dafl hybridisierte 
Strange sich wahrend der Analyse nicht mehr trennen 
konnen und somit eine irreversible Denaturierung ermog- 
licht wird. Wie bereits erwahnt, werden vorzugsweise als 
"chemische Klammern" Verbindungen mit Psoralengrundstruk- 
tur eingesetzt, welche die Eigenschaft besitzen, nach 
Aktivierung mit Licht mit einer Wellenlange von 3 60 nm 
mit Pyrimidinbasen kovalent zu reagieren. Die Voraus- 
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setzung ist allerdings, daii die Pyrimidinbasen um eine 
Basenposition versetzt auf dem gegeniiberliegenden Strarig 
positioniert sind (J. E. Hearst (1988) • An. Rev. Phys. 
Chem., 39, 291 bis 315). 

Eine andere Alternative zur Synthese der erf indungsgemaB 
zu bevorzugenden Sonde ist in Figur 7 gezeigt. Dabei wird 
die "chemische Klammer" iiber den Primer (pi) eingefuhrt. 
Somit tragt spater lediglich der gewiinschte Strang den 
chemischen Vernetzer. Durch den Vernetzer, der insbeson- 
dere photochemisch aktivierbar ist, wird in vorteilhafter 
Weise die benachbarte Schnittstelle des Restriktions- 
enzyins Rl inaktiviert. Auf diese Weise ist dafiir Sorge 
getragen, dafi anschlieBend der Farbstoff, der die eigent- 
liche Markierung der Sonde besorgt, nur auf dem gewiinsch- 
ten Strang eingebaut wird. Ungiinstig im Vergleich zur 
oben beschriebenen Sondenkonstruktion ist hier der etwas 
langere Primer (pi) mit Modif ikation. 

Eine dritte mogliche, bevorzugte Ausfiihrungsf orm der er- 
f indungsgemaBen Nukleinsauresonde ist erhaltlich durch 
den Einsatz einer einzelstrangigen Sonde, die ebenfalls 
einen quervernetzenden Liganden besitzt, dessen Position 
sich allerdings am 3'-Ende der Sonde befindet, wahrend 
das Farbstof fmarkierungsmolekiil am 5 ' -Ende eingebaut ist. 
Diese Situation wird in Figur 8 veranschaulicht . Die 
Sonde wird in diesem Falle so konstruiert, daB am 3 ' -Ende 
die Primerbindestelle fehlt, das 5 ' -Ende identisch mit 
der pl-Primersequenz ist, das 3 '-Ende enzymatisch nicht 
verlarigert werden kann und zwar dadurch, daB beispiels- 
weise endstandig ein Didesoxynukleotid eingebaut wird. 
Das quervernetzende Reagenz trennt raumlich die homologe 
Doppelstrangregion mit dem Markierungsstrukturelement von 
der diese nicht tragende Einzelstrangregion der Hybride. 
Wenn die Einzelstrangregion als Folge eines fehlerhaften 
Amplif ikationsprozesses nicht einheitlich synthetisiert 
wird, ist dies fiir das Ergebnis der Sondenkonstruktion 
nicht beeintrachtigend. 
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Bei Verfolgung dieser Strategie der Sondenkonstruktion 
nimmt die Sonde deshalb nicht am Amplif ikationsgeschehen 
teil, weil sie am 3 • -Ende nicht verlangerbar ist, und 
somit selbst bei intermediar erfolgter Hybridisierung mit 
amplif iziertem Gegenstrang keine elongierte Primer-Bin- 
dungsstelle enzymatisch synthetisiert wird. 

Nach erfolgter Amplif ikation mufl der vernetzende Ligand 
somit nicht zunachst aus einer vernetzten Struktur durch 
Bestrahlung herausgelost werden um nachfolgend in der 
rehybridisierten Struktur mit Amplifikat wiederum ver- 
netzt 2u werden; es reicht ein einmaliger Bestrahlungs- 
vorgang, um die Vernetzung mit dem Amplifikat zu be- 
wirken. 

Figur 9 

Die Figuren 9a - 9e zeigen schematisch mogliche experi- 
mentelle Resultate, die mit der erf indungsgemaiJen Technik 
erhalten werden konnen. Auf der Ordinate ist das Fluores- 
zenzsignal 1 bezogen auf die jeweilige Intensitat ^^^^ 
bei der niedrigsten experimentellen Temperatur (nativ) 
aufgetragen. Die X-Achse beschreibt den Temperaturverlauf 
des Aufheizungsvorgangs, der vorzugsweise zeitlich linear 
verlauft. Die zwei gestrichelten Linien markieren die 
Position des Standard Homoduplex (2) sowie die Position 
des aus markierter Sonde und zu erwartender Wildtyp- 
Sequenz (1) bestehenden Heteroduplex 1. Tragt die zu 
analysierende Sequenz mindestens eine weitere Mutation, 
so ergibt sich ein stufenweises Absinken des Fluoreszenz- 
signals bereits bei tieferer Temperatur, die fur die 
Mutation charakteristisch ist (B3) . Die relative Hohe der 
Stufen zueinander (1/2, 3/4, 6/7/8) gibt direkt das Ver- 
haltnis der relativen Konzentration der beteiligten 
Molekiile wieder, Ein Ergebnis gemaS Abbildung C wird er- 
halten, wenn lediglich die Standard-Nukleinsaure ampli- 
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fiziert wird und die biologische Probe keine oder nur 
geringe Mengen der entsprechenden Nukleinsaure enthalt, 
Ein Ergebnis gemaS D6 wird erhalten, wenn die Amplifi- 
kationsreaktion nicht ordnungsgemaB abgelaufen ist und 
nicht einmal der Standard amplif iziert worden ist. Ent- 
halt die biologische Probe mehr als eine homologe 
Nukleinsaurespezies so ergeben sich mehrere voneinander 
unterschiedliche Stufen des temperaturabhangigen Fluores- 
zenzverlauf es (6 und 7) . 

Figur 10 

Die Figur 10 beschreibt den schematischen Temperaturver- 
lauf und die zugehdrigen Einzelschritte bei dem erfin- 
dungsgemaflen Verfahren. Im oberen Teil der Figur ist der 
Ablauf der Analyse itiit der PGR Technik dargestellt, im 
unteren Teil der Figur der Verlauf bei einer Amplif ikation 
bei homogener Temperatur (37*C), z. B. bei der 3SR- 
Technik (siehe unten) • 

1) Zusatz der biologischen Probe zum lyophilisierten 
Amplif ikationsansatz und Verschweiflen des Reaktions- 
kompartimentes • 

2) Amplif ikation bei homogener Temperatur oder mit Tem- 
peraturprogrammen (PGR) . 

3) Zumischen der markierten Sonde (n) im Hybridisierungs- 
puf f er . 

4) Dehaturierungsschritt bei 98 'C. 

5) Sondenreassoziation mit der amplif izierten DNA. 

6) Zeitlicher Temperaturgradient mit optischer On- 
Line-Kontrolle • 



Figur 11 



Die Fi^ur 11 zeigt schematisch eine inogliche Ausfiihrungs- 
form des erf indungsgemafien Verfahrens fiir die automati- 
sierte Analyse von GroBserien. Zum Testkit gehdren die 
Folienbestandteile mit den lagerfahigen und gebrauchs- 
fertigen Reagenzien. Die Balkenkodierung erlaubt eine 
Definition des Assay-Typs sowie der Belegung der 
Positionen. Der beschreibbare Magnetstreif en steht dann 
den Proben-spezif ischen Daten zur Verfiigung. Die Test- 
folien konnen nach der Analyse ohne offnen entsorgt Oder 
fiir eventuelle weitere Analysen archiviert werden. 

Figur 12 

Die schematische Darstellung erlautert eine spezielle 
Ausfuhrungsf orm des erf indungsgemaBen Verfahrens • Ein zur 
Amplif ikation verwendeter Primer ist oberf lachenf ixiert , 
z.B. an magnetischen Partikeln (magneto beads). Magneto 
beads lassen sich zu Zwecken der Amplif ikation und Hybri- 
disierung mit Hilfe eines Magnetfeldes in Form einer 
Suspension halten, zum Zwecke der Laser-Fluoreszenz-Beo- 
bachtung wahrend des Temperaturgradienten-induzierten 
Dissoziationsprozesses jedoch der Losung ent Ziehen und an 
einem definierten Ort fixieren. So laBt sich der Laser- 
strahl direkt auf die Partikeloberf lache richten und 
gezielt die Fluoreszenz beim Abdissoziieren der Sonde 
verfolgen. Dieser Prozess gelingt z. B. bei Verwendung 
einer einzigen Schmelzdomane und ermoglicht den Einsatz 
oligomerer, nicht-interkalierender Fluoreszenz farbstoffe 
als optische Marker. 

Reaktion und Analyse konnen in einem einzigen Reaktions- 
kompartiment durchgefiihrt werden. Vorzugsweise wird ein 
Mikrotiter-Format gewahlt, das es erlaubt, simultan 9 6 
Proben oder Anteile von 96 Proben (8er Oder 16er Strips) 
einer Analytik zu unterziehen. Das Reaktionsgef aB ist so 
konstruiert, daB es vorzugsweise Volumina von 20 - 100 \x\ 



tragt . - Anstelle einzelner Reaktionsgef ai3e werden vorzugs- 
weise Folien verwendet, die Vertiefungen oder Aus- 
buchtungen aufweisen, in denen die Proben auf genommen 
werden. An sich bekannte Folien (PCT/EP 89/01320, PCT/EP 
89/01387, PCT/DE 91/0082, PCT/DE 91/00081, PCT/DE 
91/00083), eignen sich fur das erf indungsgemaBe Verfahren 
insbesondere, da sie besonders effizient thennostatierbar 
sind, billig in der Herstellung und problemlos in der 
umweltvertraglichen Entsorgung. Die Verwendung optisch 
klarer Folien fiir den Bereich des sichtbaren Lichtes er- 
laubt eine On-Line-Registrierung von Fluoreszenz-Signalen 
handelsiiblicher Fluroeszenz-Farbstof f e . 

Die Folien lassen sich mit den allgemein benotigten Rea- 
genzien befiillen (Enzyme, Primer, Puffer, Stabilisatoren 
etc.) und im lyophilisierten Zustand uber lange Zeitraume 
konservieren. Als Stabilisatoren werden vorzugsweise Tre- 
halose Oder Saccharose eingesetzt. Die seriell angeord- 
neten Reaktionsgef aJie lassen sich nach Hinzufiigen der zu 
analysierenden Proben hermetisch verschlieiien. Dieses 
kann durch Verschmelzen einer Deckfolie mit der Re- 
aktionskompartiment-tragenden Folie geschehen. Es lassen 
sich auch solche Folien verwerten, die mit einem thermo- 
plastischen Polymer beschichtet sind und sich unterhalb 
der Schmelztemperatur der eigentlichen Tragerfolien ver- 
schweiBen lassen. Im . Deckelbereich der Tragerfolie ober- 
halb der Reaktionskompartimente lassen sich Reagenzien 
fixieren Oder kompartimentieren, die nicht von Anfang an 
am Reaktionsgeschehen teilnehmen sollen. Dies ist im 
erf induhgsgemaBen Falle z. B. die spezifisch markierte 
Sonde, die in einem Puf f ergemisch lyophilisiert und 
stabilisiert wird, das nach erfolgter Amplif ikations- 
reaktion fur die Hybridisierung vom Amplif ikationsprodukt 
und markierter Sonde benotigt wird. Nach VerschweiBen der 
Reaktionskompartimente f indet die Amplif ikationsreakt ion 
bei homogener Temperatur (3 SR, Self-sustained Sequence 
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Replication; TAS, Transcription based amplification 
system) (J.C. Guatelli et al . (1990) Proc. Natl. Acad. 
Sci. 87, 1874-1878; Kwoh, D.Y., Davis, G.R., Whitfield, 
K.M. , Chapelle, H.L., Dimichele, L.J. & Gingeras, T.R. 
(1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 1173-1177) Oder im 
Thermocycler als Polymerase-Kettenreaktion (PGR) statt. 
In diesem Schritt werden Standard und Template im 
konstanten Verhaltnis amplif iziert , so daB das Reaktions- 
endprodukt ca. 100 ng bis 1 Mg amplif izierte Nukleinsaure 
enthalt . 

In einer moglichen, technisch sehr einfachen Ausfiihrungs- 
form (Figur 2) , befindet sich im Reaktionskompartiment 
ein geloster Lumineszenz- , vorzugsweise ein Fluoreszenz- 
farbstoff, vorzugsweise mit interkalierenden Eigenschaf- 
ten (siehe unten) , der an mehreren Positionen in doppel- 
helikalen Strukturen bindet und im gebundenen Zustand 
veranderte spektroskopische Eigenschaf ten besitzt. Wenn 
bei der spateren Analyse im zeitlichen Temperaturgradien- 
ten die entsprechenden Doppelstrangstrukturen denaturiert 
werden, wird der Farbstoff wieder freigesetzt. Dieser 
Vorgang wird spektroskopisch registriert. Fine notwendige 
Bedingung fur diese Verf ahrensweise ist jedoch, die Kon- 
zentration des freien Farbstoffes so zu wahlen, da3 sie 
groBer ist als die Anzahl der freien Bindungsplatze. 
Andererseits fiihrt eine Freisetzung des Farbstoffes aus 
einer Doppelstrangregion zur Bindung in einer anderen 
Struktur, ohne Anderung des Fluoreszenzsignales . 

In einer alternativen bevorzugten Ausfuhrung wird die 
waflrige Losung des Reaktionskompartimentes mit einer 
vorzugsweise an der VerschluBf olie kompartimentiert 
gelagerten Fluoreszenz f arbstof f -markierten Sonde unter 
Losen der Sonde in Kontakt gebracht (Figuren 3 und 4) . 
Nach Denaturierung und Renaturierung wird die Sonde 
fluoreszenzspektroskopisch verfolgt. Bei tiefen Tempera- 



turen befindet sich die Sonde im Doppelstrang-Hybrid mit 
ainplif iziertem Standard (Homoduplex) und amplif iziertem 
Template (Heteroduplex) . Nun wird das Reaktionskomparti- 
ment zeitlich, vorzugsweise linear aufgeheizt, wobei zu- 
nachst der Heteroduplex partiell Oder vollstandig de- 
naturiert und anschlieBend der Homoduplex partiell oder 
vollstandig denaturiert. Aus dem relativen Verhaltnis der 
Denaturierungssignale, gemessen iiber die Stufen der 
Fluoreszenzabnahmen (Figuren 9a bis 9e) , laSt sich exakt 
der Template-Titer kalkulieren, 

Als Denaturierungssignal wird vorzugsweise ein Fluores- 
zenzmarker verwandt. Insbesondere eignen sich hierzu 
Fluoreszenzfarbstof fe, die die Eigenschaft besitzen, nur 
dann stark zu f luoreszieren, wenn sie zwischen die 
Basenpaare eingelagert werden (Interkalation) . Wenn 
solche Farbstoffe aus einer Doppelhelix infolge eines 
Denaturierungsprozesses freigesetzt werden, so laBt sich 
das an einer Veranderung der Fluoreszenzintensitat 
registrieren (Fluoreszenzabf all) . Haben Doppelhelices 
unterschiedliche Stabilitat wie im Falle von Homoduplex 
und Heteroduplex, dann finden diese Signalanderungen bei 
unterschiedlichen Temperaturen statt und lassen sich 
getrennt analysieren und auswerten. Die exakte De- 
naturierungstemperatur reflektiert dariiberhinaus mogliche 
Sequenzunterschiede, wie sie bei Virusdrifts infolge 
Mutation auftreten konnen. 

Interkalierende Farbstoffe besitzen gelegentlich eine 
weitere giinstige Eigenschaft, die sich auf die Halbwert- 
zeit des angeregten Zustandes bezieht. Im Falle von 
Ethidiumbromid ist die Lebensdauer des Anregungszustandes 
mehr als 10 x langer, wenn sich das Fluoreszenzmolekiil im 
interkalierten Zustand befindet. Dadurch lafit sich eine 
getaktete Laseranregung verwenden, wobei die Fluoreszenz- 
intensitat in der nachf olgenden Phase der Fluoreszenz- 



eimisslon ohne Streulicht-Einf liisse des Anregungslichtes 

gemessen werden konnen. Es ist mit dem erf indungsgemaflen 

Verfahren inoglich, Farbstoffe wie Ethidiumbromid vorzugs- 

weise in niedriger Konzentration (vorzugsweise lo""^^ bis 
— 7 

10 M) zu verwenden. 

AuBer der direkten Messung einer Fluoreszenzintensitat 
laBt sich auch erf indungsgemafl ein sogenannter Forster- 
Transfer (Energy-Transfer) zwischen eng benachbarten 
Fluorophoren oder der Parameter der Fluoreszenzpolari- 
sation verwenden. 

Fine hohe Spezifitat des erf indungsgeinaBen Verfahrens 
wird erzielt, wenn eine Sonde verwendet wird, die kova- 
lent mit einem oder mehreren Farbstof fmolekiilen verkniipft 
ist (Figur 4) . Dies wird vorzugsweise dadurch erreicht, 
dafl ein Primer zur Herstellung der Sonde verwendet wird, 
der endstandig oder intern mindestens ein Farbstof fmole- 
kiil tragt. Nur wenn sich die Sonde im basengepaarten 
Zustand des Homoduplex oder Heteroduplex befindet, erhalt 
man eine maximale Fluoreszenzintensitat des Doppelstrang- 
interkalierten Fluoreszenzf arbstof f es . Die Fluoreszenz- 
intensitat der parallel gefiihrten Reaktionsansatze kann 
simultan mit Hilfe einer Kamera erfaBt werden. Die Einzel- 
auswertung der Kanale ergibt einen Fluoreszenzverlauf , 
wie er typisch in Figur 9 dargestellt ist. Die relative 
Hohe der Fluoreszenzanderungen kann iiber einen On-Line 
angeschlossenen Computer direkt in Kopienzahlen umge- 
rechnet werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm des erfin- 
dungsgemaflen Verfahrens wird die Reaktion innerhalb des 
Kompartimentes teilweise Festphasentrager-gekoppelt 
durchgefiihrt (Figur 12) . Der Vorteil dieser Vorgehens- 
weise ist darin begrundet, daB sich mit Hilfe einer 
Laser-Optik gezielt die Oberflache eines Festphasentra- 
gers, oder alternativ die Losung ohne den Festphasentra- 



ger vermessen laflt. Das bedeutet fiir die praktische 
Durchfiihrung, daS ein Fluoreszenzf arbstof f Verwendung 
finden kann, der nicht notwendigerweise seine meBbaren 
Parameter uber Interkalation verandert, Somit konnen 
Sonden mit beliebigen, oligomeren Farbstoffen verwendet 
werden, mit denen eine mehr als zehnfache Steigerung der 
Fluoreszenzintensitat erreicht werden kann. Der thermisch 
induzierte Denaturierungsprozess (siehe oben) kann dann 
verfolgt werden, indem die Dissoziation der Sonde von 
oberf lachen-gebundenen , amplif iz ierten Nukleinsauren 
(Probe und Standard) in die freie Losung iiber die Abnahme 
der Fluoreszenz gemessen wird (Verdiinnungsef f ekt) . Dieses 
Vorgehen ist auf solche Analysen beschrankt, bei denen 
die zur Standardisierung herangezogene Doppelstrangregion 
in der thermodynamisch stabilsten Schmelzregion liegt, 
Oder, bei Sonden, die nur eine Schmelzregion aufweisen. 

Auf einen Zusatz einer markierten Sonde nach erfolgter 
Amplif ikation kann verzichtet werden, wenn die Sonde auf- 
grund bestimmter Eigenschaf ten und Prozessf iihrung der 
Amplif ikation nicht am Amplif ikationsgeschehen teilnehmen 
kann. Das kann erf indungsgemaB erreicht werden, wenn die 
Sonde in einer thermodynamisch stabilen Doppelstrang- 
struktur vorliegt, die wahrend des Amplif ikationspro- 
zesses stabil bleibt und nicht am Reaktionsgeschehen 
teilhat. Es lassen sich z.B. markierte RNA-Doppelhelices 
hoher thermodynamischer Stabilitat oder chemisch modi- 
fizierte Sonden einsetzen. Auf diese Weise laBt sich der 
Amplif ikationsprozess so steuern, da3 die Sonde bei der 
Amplif ikationsreaktion immer doppelstrangig bleibt und am 
Amplif ikationsgeschehen nicht teilhat, sei es, daB die 
Denaturierungstemperatur nicht ausreichend ist oder die 
beteiligten Enzyme doppelstrangige RNA oder die modifi- 
zierte Sonde nicht amplif izieren. 

Amplif ikationstechniken bergen die groBe Gefahr in sich, 
daiJ nach erfolgter Amplif ikation, amplif izierte DNA- oder 
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RNA-Molekiile in die Umgebung austreten. Besondere Gefahr 
ist immer durch Aerosolbildung gegeben, die technisch nur 
auflerst schwer zu beherrschen ist. Das erf indungsgemaBe 
Verfahren erlaubt es jedoch in ihrer besonderen Aus- 
fiihrung; Amplif ikationsreaktionen und Analytik am her- 
metisch geschlossenen Reaktionsgef aB durchzufiihren und 
dieses anschliefiend im geschlossenen Zustand zu ent- 
sorgen. Damit wird ein ganz entscheidender Beitrag zur 
molekularen Laborhygiene und fur die Sicherheit der Er- 
gebnisse einer Routinediagnostik geleistet. 

Eine Routinediagnostik ist unmittelbar mit der Notwendig- 
keit einer Archivierung der Ergebnisse und - nach 
Moglichkeit - der analysierten Proben verbunden. Das 
erf indungsgemaBe Verfahren bietet hier wiederum eine 
nahezu ideale Moglichkeit: 

- Die Folien lassen sich mit Test-spezif ischer Strich- 
markierung ausstatten und somit bezuglich Zieltest, 
Herstelldatum, Verf allsdatum etc. charakterisieren 
und datenmaBig erfassen. 

- Die Folien lassen sich im hermetisch verschlossenen 
Zustand uber lange Zeiraume archiviert lagern. 

Analysen lassen sich zu spateren Zeitpunkten wieder- 
holen und tiberprufen. 

- Liefert die erf indungsgemaBe Analysenmethode Indi- 
zien fiir das Vorliegen neuer interessanter DNA/RNA- 
Varianten, laBt sich das Probengemisch entnehmen und 
direkt auf dem flachigen Temperatur-Gelelektropho- 
rese-Trennsystem praparativ auftrennen und z.B. 
einer Sequenzanalyse unterziehen. 
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Die Temperaturgradienten-Gelelektrophorese hatte fiir 
kleinere Serien ihre Zuverlassigkeit fiir eine quantita- 
tive Amplif ikationsanalytik gezeigt. Bei dieser Technik 
werden vorzugsweise solche PCR-Amplif ikate verwendet, die 
G:C-reiche, primer-kodierte Sequenzen am stabileren Frag- 
inentende tragen. Diese sogenannten G: C-Klammern garan- 
tieren den fiir eine Temperatur-Gelelektrophorese-Analyse 
notwendigen reversiblen Schitielzverlauf und unterdriicken 
eine vorschnelle Dissoziation der Fragmente in die Ein- 
zelstrange. Fiir eine Vielzahl von TESGA-Analysen werden 
G: C-Klaitimern, die kostspielig im Einsatz sind und bei der 
Aitiplif ikation Schwierigkeiten verursachen konnen, nicht 
mehr erforderlich sein. Die sequentielle Freisetzung der 
Fluoreszenzf arbstof f e in einem Assay kann durchaus ir- 
reversibel erfolgen, ohne da3 das Ergebnis verfalscht 
wird. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren hat betrachtliche wirt- 
schaftliche Bedeutung, die sowohl im Bereich der Test- 
kit-Herstellkosten beruhen als auch in den Durchfiihrungs- 
kosten der Analytik. Die Durchfiihrung ist fast voll- 
standig von Automaten zu erledigen, die das experimen- 
telle Ergebnis in Form eines Hard-Copy-Berichtes aus- 
drucken konnen. Damit ist die TESGA-Technik nicht nur auf 
den Einsatz fiir kostspielige, quantif izierende Analysen 
groBer Wertschopfung beschrankt, sondern auch einsetzbar 
fiir preiswerte Analysen, Das betrifft z.B, den Bereich 
der Mikrobiologie, Humangenetik, Phytoanalytik, fo- 
rensische Analytik und die industrielle Forschung wie 
z.B. dre Wirkstof forschung, das heiBt Reihenuntersuchun- 
gen von Zielsubstanzen auf Wirkstoffe, die iiber DNA- Oder 
RNA-Ampl if ikation Oder -Modif ikation bewertet werden 
konnen bis hin zu einfachen Toxizitatstests . 

Das erf indungsgemaBe Verfahren mit seinen vorteilhaf ten 
Eigenschaften wie 
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PCR/3SR/TAS-Aniplif ikationsef f izienz 

Eignung fiir Reihen- und Einzeluntersuchungen 

On-Line-Registrierung 

simultane Nukleinsauren - Qualif izierung/Quantif i- 
zierung 

Eintopf-Mehrkomponenten Analyse 

Wegfall der Kontaminationsgef ahr durch Amplifikate 
Niedrigkosten der Testreagenzien und Testdurchfuhrung 
allgemein giiltige - keine Test-spezif ischen - Ver- 
f ahrensprotokolle 

erlaubt neue Einsatzinoglichkeiten der Amplif ikations- 
techniken wie PGR, 3SR oder TAS. 

In der genet ischen Analytik ist auf langere Sicht ein 
Screening-Programm angestrebt, mit dem es beispielsweise 
moglich ist, aus Spuren von Biopsie-Material oder Frucht- 
wasserproben schwere genetische Erkrankungen nachzuweisen. 
Die Kostenbelastung fiir gro3flachige Programme ist hier- 
bei ebenso eine entscheidende Restriktion wie die Tat- 
sache, dafi nur in den seltensten Fallen eine Analyse 
eines einzigen Genlocus ausreichend ist, Aussagen iiber 
das ubertragerpotential zuzulassen, Fiir die haufigste 
lethale Erberkrankung in der kaukasischen Bevolkerung, 
der Cystischen Fibrose, sind neben der zunachst gefun- 
denen Mutation (Delta 508) mehr als 18 weitere Mutationen 
beschrieben worden, die die Mukoviscidose auslosen 
konnen. Das erf indungsgemaBe Verfahren erlaubt bei 
niedrigem zusatz lichen Kostenaufwand, eine groBe Anzahl 
von lodi parallel zu analysieren und bei Bedarf - ohne 
groBen Zusatzaufwand - weitere Testpositionen hinzuzu- 
nehmen. Das erf indungsgemaBe Verfahren erlaubt bei- 
spielsweise auch die Untersuchung von Punktmutationen, 
die fiir bestimmte genetische Erkrankungen verantwortlich 
sind. Solche Erkrankungen konnen bislang nur mit der sehr 
schwer handhabbaren Allel-spez if ischen Oligonukleotid- 
Hybridisierungstechnik (ASO) diagnostiziert werden. 
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Ahnlich bedeutungsvoll ist die Technologie fur 
Thalassamie Screenings, 

Dairiit wird deutlich, daS das erf indungsgemaBe Verfahren 
auch die bisherigen Suchmethoden nach definierten Mu- 
tationen vereinfachen und erheblich kostengiinstiger 
gestalten kann. Anstelle einer kunstlich eingefiihrten 
Mutation, kann zur Normierung Oder Standardisierung die 
gesuchte, natiirlich auftretende Mutante eingesetzt wer- 
den, bzw. als Sonde verwandt werden. Somit kommen alle 
diejenigen Assays in Betracht, die z.B. mit dif f erentiel- 
len Oligonukleotid-Hybridisierungen als Filterassays 
durchgefuhrt werden. 

Epidemiologische Studien bei Infektions- und Erber- 
krankungen werden fiir die internationale Medizin zu einem 
iitimer wichtigeren Auf gabengebiet . Erinnert sei an die 
beangstigende Ausbreitungsgeschwindigkeit moderner 
viraler Erkrankungen wie AIDS (HIV) , bedingt durch die 
veranderten soziobiologischen Strukturen. Eine ent- 
scheidende Voraussetzung fiir Vaccinierungs- und Therapie- 
ansatze ist eine moglichst umfassende und sorgfaltige 
epidemiologische Erfassung des Ist-Zustandes mit epi- 
demiologisch-prognostischer Bedeutung. Dies betrif f t 
nicht nur das Auftreten des Virus selbst, sondern auch 
die geografische Verteilung seines Variantenspektrums mit 
einer datenmaBigen Erfassung der Krankheitssymptomatik. 
Solche Studien werden erst durch eine aussagef ahige auto- 
matisierte Analytik wirtschaf tlich vertretbar. 

Die Pharmaf orschung stoBt seit geraumer Zeit an die 
Grenzen der Machbarkeit auf ihren angestammten Aktivi- 
tatsfeldern. Es gibt viele Versuche, den of f ensichtlichen 
Beschrankungen herkommlicher Pharmaf orschung durch neue 
Konzeptionen zu begegnen. Angefiihrt sei das Beispiel des 
strategisch-intelligenten Wirkstof fdesign, das es er- 



lauben, soli, auf der Basis fundierten Wissens uber eine 
Zielstruktur wie der eines Rezeptors, Ef f ektormolekule 
itiit vorberechneter Struktur gezielt zu synthetisieren und 
somit herkoininliche Screening Methoden zu ersetzen- Eine 
zweite zukunf tstrachtige Strategie ist die evolutive 
Biotechnologie itiit ihreiti Potential, unter Ausnutzung 
evolutiver Systeme Stoffe mit erwunschtem Wirkpotential 
zu generieren. In der Pharmaf orschung der Zukunf t miissen 
aus Kostengriinden als auch projektbedingt personal- 
intensive , randomisierte Syntheseprogramme vermieden 
werden. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren kann hierbei einen wichti- 
gen Beitrag leisten. Die Tauglichkeit fiir Reihenunter- 
suchungen mit quantif izierenden DNA/RNA-Tests bei 
niedrigen Kosten erlaubt es, neue Tests fiir automat i- 
siertes Aufspuren von Wirkstoffen in der Onkologie, bei 
viralen und bakteriellen Infektionen sowie Tests fiir 
toxikologische Studien aufzubauen. Es werden neue Assay- 
Systeme in Kombination mit zellularen in vitro-Systemen 
denkbar, die mehr und mehr Tiermodelle ersetzen werden. 
Dabei darf auch nicht vergessen werden, daB Kulti- 
vierungs- und Testzeiten erheblich verkiirzt werden, da z . 
B. Variationen auf dem mRNA-Level unmittelbar erfaBt 
werden, ohne daB langwierig zellulare Folgereaktionen 
gemessen werden miissen. Fiir eine Reihe von Assays konnte 
es moglich werden, transf ormierte Zellkulturen durch 
Primarkulturen z. B. aus Blut zu ersetzen. Die gleich- 
zeitige hohe Sensitivitat wiirde es auch erlauben, 
Dif f er&nzierungsparameter zu registrieren, urn Zelltyp- 
spezifische Wirkungen zu messen. Gedacht ist z.B. an 
best immte Leukozyten-Subpopulat ionen (Makrophagen , T4 - 
Zellen etc.) mit ihren charakteristischen Rezeptor- 
funktionen und Inf izierbarkeiten mit Viren wie HIV. 

Biologische Experimente mit rekombinanten Systemen, ins- 
besondere Freisetzungsexperimente verlangen sowohl von 
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wissenschaftlicher Seite als auch von seiten des Umwelt- 
schutzes nach einer sorgfaltigen Analytik von Genen, der 
Erfassung der Genpersistenz in Populationen, Genver- 
anderungen und Genaktivitaten. Als Beispiel seien anti- 
virale Therapien bei Pflanzen genannt, bei denen versucht 
wird, Virusresistenz gegen bestimmte Viren dadurch zu 
erzeugen, da3 transgene Pflanzen konstruiert werden, die 
virale Hiillproteine erzeugen und so die Pflanzen vor Be- 
fall mit einem Fremdvirus schutzen. Ein Freisetzungsex- 
periment oder ein Einkreuzen in natiirlich vorkommende 
Populationen setzt ein genaues Wissen voraus, zum Bei- 
spiel : 

- Wie ist das Segregationsverhalten der rekombinanten 
Pflanzen beziiglich des rekombinanten Locus? 

- Wie aktiv sind die Hiillprotein-Gene bezogen auf die 
Population und die Generationszahl? 

Wie reagiert der virale Zielorganismus auf den neuen 
SelektionsstreB? 

Das erf indungsgemaBe Verfahren ermoglicht hier Reihen- 
untersuchungen und insbesondere die Erfassung von Proben- 
kollektiven in einem einzigen Test, um quantitative Aus- 
sagen iiber Populationen zu erhalten, Gleichzeitig werden 
Drif t-Phanomene bei Resistenzbildung verfolgbar. 

Mikrobiologische Tests der Bakteriologie werden tra- 
ditionsgemafi durch Kultivierung oder direkte Dot-Hybridi- 
sierung durchgefuhrt . Solche Tests waren bislang durch 
aussag^-fahigere Tests kaum zu verdrangen, allein bedingt 
durch den Kostenaspekt . Das erf indungsgemaiie Verfahren 
kann diese Situation vollstandig verandern. Es stellt bei 
diesem Verfahren keinen entscheidenden Kostenfaktor dar, 
wenn eine Probe simultan auf mehrere Erreger gleichzeitig 
getestet werden mufi oder wenn ein Erreger in einem 
Antibiogramm analysiert werden muB. 
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Der letzgenannte Analysentyp kann insbesondere bei virp- 
logischen Analysen eine grofle Rolle spielen, wenn Virus- 
resistenzen ausgetestet werden inussen bzw. quantif izierend 
erfaBt werden inussen • Fiir die Virologie ist das erfin- 
dungsgemafle Verfahren vorteilhaft, da es eine stark ver- 
einfachte Analytik durch eine kostengiinstige und aufwand- 
reduzierte Kopplung von Anzucht- und Testverf ahren einer 
Viruspropagation erlaubt. 

In der Nahrungsmittelindustrie wurden in erster Linie 
umfangreiche Kontrollen zur Untersuchung von einigen be- 
stimmten mikrobiologischen Erregerklassen, jedoch aus- 
gehend von einer Vielzahl von Probenmaterialien der Aus- 
gangsprodukte , der Verf ahrensschritte, des apparativen 
Containments und der Endprodukte. Ahnlich wie in der 
Pharmaindustrie werden bei der Verarbeitung GroBansatze 
von erheblichem okonomischen Wert bearbeitet. Der Zeit- 
faktor verbunden mit einer zuverlassigen Testaussage 
stent hierbei einen kritischen Faktor dar. Zum Beispiel 
erfordern Salmonellentests haufig langwierige Anzuchts- 
verf ahren. Das erf indungsgemaBe Verfahren bewirkt mit 
seinen auch quantif izierbaren Analysen in Reihenunter- 
suchungen einen Verzicht auf Anzuchtverf ahren und spart 
kostspielige Prozessfuhrungsschritte und Lagerungen ein. 

Phytopathologische Analysen sind oft prohibitiv teuer, 
Selbst wenn in der Regel nur reprasentative Proben- 
kollektive von Saatgut oder Zier- und Nutzpflanzen der 
Analyse beispielsweise auf Virusbefall zugefuhrt werden, 
so liefl die Anzahl der Proben aus Kostengriinden bislang 
fast ausschlieBlich immunologische ELISA-Verf ahren zu, 
die haufig nicht oder nur unzureichend funktionieren. Die 
Phytoanalytik bedarf also anderer Analysenkonzepte, . urn 
dem Bedarf gerecht zu werden. Diese Konzepte werden durch 
das erf indungsgemaBe Verfahren bereitgestellt . 
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Nachdeiti nun erstmals RNA-Parameter gefunden worden sind, 
die eine exakte Wald-Schadensanalyse zulassen (Riesner et 
al., in Vorbereitung) , lafit sich mit dem erf indungsgeinaiien 
Verfahren ein umf angreiches Programm zur Erfassung und 
der zeitlichen und geographischen Ausbreitung von Wald- 
schaden konzipieren. 

Die Molekularbiologische Forschung bemuht sich in 
steigendem MaBe um Analysenverf ahren, die Serientaug- 
lichkeit haben, um beispielsweise das sogenannte HUGO- 
Projekt zur vollstandigen Sequenzauf klarung des humanen 
Genoms sowie der Genome anderer wichtiger Organismen 
erfolgreich durchfiihren zu konnen. In Zukunft wird es bei 
diesem Projekt nicht nur darum gehen, ein singulares 
Genom vollstandig zu analysieren, sondern auch bestimmte 
Loci mit krankheitsbezogenem Potential zu analysieren, 
wie es vergleichbar beim Identitatstesten notwendig ist 
(HLA-Analytik, Haplotyp-Assoziation, genet ische Variabi- 
litat etc, ) . 

Das erf indungsgemaBe Verfahren ermoglicht auf DNA Ebene 
(amplif izierte loci, Gendosis) und auf mRNA Ebene Ex- 
pressionsoptimierungen, Promoterkontrolle etc. zu ver- 
folgen und im Screening von Mutageneseverf ahren einzu- 
setzen. Dieses Verfahren erweist sich hierbei als eine 
wichtige Komplementartechnik zum "cell sorting". 
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Patentanspruche 



1. Verfahren zur qualitativen und quantitativen Be- 
stiminung von mindestens einer in vitro-amplif izier- 
ten Nukleinsauresequenz in einem verschlossenen 
Reakt ionsraum , 

wobei wahrend oder nach der Amplif izierung der 
Nukleinsauresequenz mindestens eine Substanz 
(Sonde) vorhanden ist, die mit der nachzu- 
weisenden Nukleinsauresequenz in Wechselwirkung 
tritt, 

wobei spektroskopisch ineBbare Parameter der 
Substanz (Sonde) eine Anderung erfahren und 
dabei ein meBbares Signal erzeugt wird, 
die zu messende Probe der Einwirkung eines 
Gradienten ausgesetzt wird, der Nukleinsauren 
mindestens teilweise denaturieren kann 

- unter Erfassung des sich durch die Einwirkung 
des Gradienten andernden meBbaren Parameters 
und 

- die gesamte Amplif ikationsreaktion einschlieB- 
lich der qualitativen und quantitativen Be- 
stimmung in einem verschlossenen Reaktionsraum 
(MeBkompartiment) ohne zwischenzeitliche 
Offnung durchfiihrbar ist, 

2. Verfahren gema3 Anspruch 1, wobei die Sonde, deren 
spektroskopisch meBbarer Parameter mindestens ein 
Lumineszenz oder Fluoreszenzf arbstof f ist, einen 
Nukleinsaureanteil enthalt und dessen Wechselwirkung 
mit den in vitro-amplif izierten Nukleinsauresequen- 
zen in Abhangigkeit des Denaturierungszustandes mit 
einer Anderung des spektroskopischen Me3signals 
einhergeht, vorzugsweise durch Interkalation des 




Farbstoffes in die Nukleinsauredoppelhelix oder 
durch Verdiinnungs- oder Konzentrierungsef f ekt in dam 
Mefikompartiment . 

3. Verfahren gemaS inindestens einem der Anspruche 1 
Oder 2, wobei ein Denaturierungsprozess iiber eine 
Anderung der Wellenlange und/oder einen Lumineszenz 
bzw. Fluoreszenzintensitatsshif t und/oder Fluores- 
zenzpolarisationsanderung und/oder eine Anderung der 
Lebenszeit eines angeregten Zustandes oder iiber das 
Prinzip des sogenannten "Energy Transfer" oder iiber 
einen Konzentrationsef f ekt erfaBt wird. 

4 . Verfahren geitiaB mindestens einem der Anspruche 1 
bis 3, dadurch gekennzeichnet , daii in einem Re- 
aktionsraum mehrere, spektroskopisch voneinander 
unterscheidbare Farbstoffe eingesetzt werden, mit 
denen sich verschiedene amplif izierte Nukleinsauren 
analysieren lassen und/oder iiber die mindestens eine 
unabhangige Eichsubstanz eingefuhrbar ist. 

5. Verfahren gemaj3 mindestens einem der Anspriiche 1 bis 

4, dadurch gekennzeichnet , daB die Lumineszenz, ins- 
besondere Fluoreszenz der Farbstoffe durch einen 
Laser kontinuierlich oder getaktet angeregt wird, 

6. Verfahren gemafi mindestens einem der Anspruche 1 bis 

5, dadurch gekennzeichnet, da3 die amplif izierten 
Nukleinsauren mindestens einen koamplif izierten 
Nukleinsaure-Standard enthalten, dessen Sequenz zu 
einer zu bestimmenden Sequenz homolog ist, vorzugs- 
weise identisch mit Ausnahme mindestens einer Punkt- 
mutation, die vorzugsweise in einem Sequenzbereich 
niedrigster Stabilitat liegt, jedoch auBerhalb der 
primer-Bindungsstellen bei enzymatischer Amplifi- 
kation. 




7. V'erfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 1 bis 
5, dadurch gekennzeichnet , dafl die amplif izierten 
Nukleinsauren mindestens einen koamplif izierten 
Nukleinsaurestandard enthalten, dessen Sequenz 
mindestens in den Primer-Regionen absolut homolog 
ist, ansonsten jedoch die Sequenz des Nukleinsaure- 
standards von der Sequenz der amplif izierten 
Nukleinsaure in mehr als einer Position abweicht. 

8. Verfahren gemaB mindestens einem der Anspriiche 1 bis 

7, dadurch gekennzeichnet , daB der Nukleinsaure 
Standard teilweise selbst ein natiirlicher Bestand- 
teil der zu analysierenden Nukleinsaure ist. 

9. Verfahren gemafl mindestens einem der Anspriiche 1 bis 

8, dadurch gekennzeichnet , dafl die Amplif ikation in 
homogener Phase oder mit einem Festphasentrager ge- 
koppelten Primer durchgefiihrt wird, an dessen ver- 
langerter Sequenz die markierte Sonde hybridisieren 
kann und deren Konzentration und/oder Konformation 
somit entweder gezielt auf dem Festphasentrager oder 
in der freien Losung bestimmt werden kann. 

10. Verfahren gemafi mindestens einem der Anspriiche 1 bis 

9, dadurch gekennzeichnet, dafl mindestens ein 
Fluoreszenzf arbstof f an ein Nukleinsauremolekiil ge- 
koppelt ist, dessen Sequenz identisch oder homolog 
mit der nachzuweisenden Nukleinsaure oder dem ko- 
amplif izierten Nukleinsaure-Standard ist. 

11. Verfahren gemaB mindestens einem der Anspriiche 1 bis 

10, dadurch gekennzeichnet, daB das Fluoreszenzf arb- 
stof f-gekoppelte Nukleinsauremolekiil dem Reaktions- 
gemisch nach erfolgter Amplif ikation zugesetzt wird, 
wobei die Hybridisierung mit den amplif izierten Nu- 
kleinsauren durch einen thermischen Denaturierungs- 
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schritt mit nachf olgendem Renaturierungsschritt erfolgt. 

12. Verfahren gemaB mindestens einem der Anspriiche 1 bis 
4 und 10, dadurch gekennzeichnet , daB das Fluores- 
zenzfarbstof f-gekoppelte Nukleinsauremolekiil dem Re- 
aktionsgemisch vor erfolgter Amplif ikation zugesetzt 
wird, wobei die Sonde als nicht amplif izierbare 
Doppelstrang-RNA Oder als nicht amplif izierbare 
chemisch modifizierte Nukleinsaure zugesetzt wird, 

13. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 1 bis 
12, dadurch gekennzeichnet , dafl zur Amplif ikation 
vorzugsweise ein Primer eines Primerpaares verwendet 
wird, der 5 '-terminal eine G:C-reiche Region kodiert 
von vorzugsweise 15 bis 20 G:C - Resten. 

14. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 1 bis 
10, dadurch gekennzeichnet , daB die zur Bestimmung 
verwendete Sonde ein Oligo- oder Polynukleotid ist, 
welches mindestens zwei chemische Strukturelemente 
aufweist, die in der Lage sind elektromagnetische 
Wellen zu absorbieren und/oder aufgrund einer An- 
regung zu emittieren und wobei eines der Struktur- 
elemente durch EinfluB elektromagnetischer Wellen 
eine dauerhafte Bindung zu einer anderen Position 
des Oligo- oder Polynukleotids zu kniipfen oder zu 
losen vermag. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, wobei das eine elektro- 
magnetische Welle absorbierende und/oder emittieren- 
de Strukturelement ein chromophores System aufweist. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, wobei das chromophore 
System Farbstof f substituent luminesziert . 

17. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 14 bis 
16, wobei das unter elektromagnetischem Einflufl 




dauerhafte Bindungen kniipfende Oder losende Struk- 
turelement ein photochemischer Vernetzer ist. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, wobei der photochemische 
Vernetzer ein Psoralenderivat ist. 

19. Verfahren nach laindestens einem der Anspriiche 14 bis 

18 , wobei der Abstand der Strukturelemente 8 bis 12 , 
vorzugsweise 10, Nukleotidpositionen nicht unter- 
schreiten darf. 

20. Verfahren gemafl mindestens einem der Anspriiche 1 bis 

19, dadurch gekennzeichnet , daB Foliensysteme mit 
Vertiefungen oder Ausbuchtungen als Reaktionsraume 
verwendet werden, die thermisch verschweiBbar sind 
und als Aufnahme fur verwendungsf ertige Reagenzien- 
gemische in lyophilisierter oder Matrix-gebundener 
Form dienen, sowie zur direkten optischen Vermessung 
geeignet sind. 

21. Verfahren gemaB mindestens einem der Anspriiche 1 bis 

20, dadurch gekennzeichnet, daii die vorgelegten 
Reagenzien in raumlich getrennten Matrices gelagert 
werden und nach dem SchlieBen eines Reaktionsraumes 
zeitlich getrennt dem Reaktionsgeschehen zugefiihrt 
werden konnen. 

22. Verfahren gemafl mindestens einem der Anspriiche 1 bis 

21, dadurch gekennzeichnet, dafi der Abstand der 
Reaktionsraume so gewahlt ist, dafl eine Auswertung 
mit kommerziellen Apparaturen, wie mikrotitrations- 
formatierten Geraten erfolgt. 

23. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 1 bis 

22, dadurch gekennzeichnet, daB das Nukleinsaurege- 
misch zur Analyse einem zeitlich gesteuerten Tern- 
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peraturgradienten unterworfen wird mit vorzugsweise 
linearem Verlauf, wobei die Anderung des spektros- 
kopischen Parameters als Funktion der Zeit und/oder 
der Temperatur verfolgt wird. 

24. Verfahren gemafl Anspruch 23, wobei die Analyse der 
Konf onnation des Nukleinsauregemisches mit Hilfe der 
Temperaturgelelektrophorese , einem chromato- 
graphischen Verfahren oder direkt in homogener 
Losung oder in Kombination dieser Verfahren erfolgt. 

25. Verfahren gemaB Anspruch 2 3 und/oder 24, dadurch 
gekennzeichnet , daB aus der Abhangigkeit des 
optischen Parameters mit der Temperatur und/oder der 
Zeit auf die Anwesenheit und/oder Anzahl und/oder 
Homologie einer gesuchten Nukleinsaure zum 
korrespondierenden Standard geschlossen werden kann. 

26. Verfahren gemafl mindestens einem der Anspriiche 1 bis 
25, dadurch gekennzeichnet, dafl die Auswertung der 
Daten on line durch ein Datenverarbeitungsystem er- 
folgt. 

27. Oligo- Oder Polynukleotid-Sonde zur Durchfiihrung des 
Verfahrens nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 
2 6 mit mindestens einem chemischen Strukturelement , 
das in der Lage ist mit elektromagnetischen Wellen 
unter Losen oder Kniipfen dauerhafter Bindungen 
und/oder durch Absorption oder Emission von Strah- 
luhg in Wechselwirkung zu treten und wobei dieses 
Strukturelement nicht ein Purin- oder Pyrimidin- 
Substituent der natiirlich vorkommenden Nukleotidbau- 
steine darstellt. 

28. Sonde nach Anspruch 27, wobei das dauerhafte Bindun- 
gen zu kniipfen vermogende Strukturelement Psoralen 
Oder ein Psoralenderivat ist. 
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29. Sonde nach einem der Anspriiche 27 und/oder 28, wobei 
mindestens eines der mit elektromagnetischer Strah- 
lung in Wechselwirkung zu treten vermogende 
Struktureleinent luminesziert . 

30. Sonde nach mindestens einem der Anspriiche 2 6 bis 29, 
wobei der Abstand der Strukturelemente des Oligo- 
oder Polynukleotids mindestens 8 bis 12 Nukleotide 
betragt . 

31. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens gemaB 
einem der Anspriiche 1 bis 30, die eine rechnerge- 
steuerte, zeitabhangige Thermostatierung der Re- 
aktionskompartimente erlaubt. 

32. Vorrichtung gemaB Anspruch 31, die eine optische 
Einheit enthalt, wobei vorzugsweise ein Laser zur 
Anregung eingesetzt wird sowie eine optische De- 
tektionseinheit zur Registrierung des emittierten 
Fluoreszenzsignals . 

33. Mittel zur Durchfiihrung des Verfahrens gemaB min- 
destens einem der Anspriiche 1 bis 26, bestehend aus 
einem System von Reaktionskompartimenten, vorzugs- 
weise einem Foliensystem mit gebrauchsf ertigen 
Reagenzien in lyophylisierter Form, wobei die 
Reaktionskompartimente vorzugsweise in der Mikro- 
titer-Dimensionierung angeordnet sind. 

34. Mittel zur Durchfiihrung des Verfahrens gemafi An- 
spruch 33, dadurch gekennzeichnet , dafl die Rea- 
genzien in mindestens einer wasserloslichen Matrix 
fixiert und/oder gelagert werden. 

35. Mittel zur Durchfuhrung des Verfahrens gema3 An- 
spruch 33 und/oder 34 , wobei die Matrix Stabili- 
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satoren enthalt, vorzugsweise Zucker, insbesondere 
Trehalose Oder Saccharose. 

36. Mittel zur Durchfiihrung des Verfahrens gemafl min- 
destens einem der Anspriiche 3 3 bis 35, wobei das 
Reaktionskompartiment und/oder weitere Reagenzien- 
reservoire Amplif ikationsprimer , Puf f erbestandteile, 
mindestens eine Polymerase und Kofaktoren enthalt. 

37. Mittel zur Durchfiihrung des Verfahrens gema5 einem 
der Anspriiche 3 3 bis 36, wobei die Reaktionskom- 
partiment-verschlieBende Folie mindestens ein 
weiteres Reagenzienreservoir in einer Matrix ent- 
halt, wobei vorzugsweise dort die markierte Sonde 
mit den fiir die Hybridisierung notwendigen 
Reagenzien gelagert ist. 

38. Mittel gemafl mindestens einem der Anspriiche 33 bis 
3 7 in Kit-Systemen zusammengestellt . 




Zusaminenfassunq 

Verfahren zur qualitativen und quantitativen Bestiitmung 
von mindestens einer in vitro-amplif izierten Nuklein- 
sauresequenz in einem verschlossenen Reaktionsraum, 

wobei wahrend oder nach der Amplif izierung der Nu- 
kleinsauresequenz mindestens eine Substanz (Sonde) 
vorhanden ist, die mit der nachzuweisenden Nuklein- 
sauresequenz in Wechselwirkung tritt, 

- wobei spektroskopisch mefibare Parameter der Substanz 
(Sonde) eine Anderung erfahren und dabei ein meB- 
bares Signal erzeugt wird, 

- die zu messende Probe der Einwirkung eines Gradien- 
ten ausgesetzt wird, der Nukleinsauren mindestens 
teilweise denaturieren kann 

- unter Erfassung des sich durch die Einwirkung des 
Gradienten andernden meBbaren Parameters und 

- die gesamte Amplif ikationsreaktion einschlieBlich 
der qualitativen und quantitativen Bestimmung in 
einem verschlossenen Reaktionsraum (Mefikompartiment ) 
ohne zwischenzeitliche offnung durchfiihrbar ist. 

Das erlaubt, die diagnostische Methode der DNA- oder 
RNA-Amplif ikation qualitativ und quantitativ automatisch 
an groBen Probenserien durchzufiihren. Die Methode basiert 
auf einem Vergleich der Kopienzahl und der Sequenz einer 
zu analysierenden DNA oder RNA und einem internen 
Standard mit Hilfe eines zeitlichen Temperaturgradienten . 
Der Nachweis wird mit optischen Verfahren in homogenen 
Oder heterogenen Phasen gefiihrt und erfordert keine 
elektrophoretischen Trenntechniken. Der amplif izierte 
Reaktionsansatz kann auch wahrend und nach der Analyse 
verschlossen bleiben. Damit wird z. B. eine Entsorgung 
unter vollstandiger Vermeidung der Kontaminationsgef ahr 
durch amplif izierte Reaktionsansatze moglich. Die analy- 
sierten Proben konnen tiber langere Zeitraume archiviert 




und gegebenenf alls wiederholt analysiert werden. tiber 
eine anschlie3ende Trennung mit der Temperatur-Gelelek- 
trophorese konnen beliebige Varianten praparativ z,B. zum 
Zweck der Sequenzierung dargestellt werden. 
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Proben 1-96 
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MT-Basisfolie 
(Balkencode) 



Deckfolie mit Sonde 
(magnetic code) 
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Die Temperatur-induzierte 
sequentielle Dissoziation fiihrt zu 
einer Verdunnung der 
Oberflachen-gebundenen 
Fluoreszenzfarbstoffe bzw. deren 
Konzentration in Losung 



